Impacto metabólico transgeracional da suplementação com ácido fólico durante a gestação by Fernandes, Rita Micaela Teixeira
  
 
Impacto metabólico transgeracional da suplementação com ácido fólico 
durante a gestação 
Transgenerational metabolic impact of folic acid supplementation during 
pregnancy 
 
 
Rita Micaela Teixeira Fernandes 
 
 
Orientado por: Prof.ª Doutora Maria da Conceição Costa Pinho Calhau 
Prof.ª Doutora Elisa Oliveira Braga Keating 
 
Trabalho de Investigação 
 
Ciclo de estudos: 1.º Ciclo em Ciências da Nutrição 
Faculdade de Ciências da Nutrição e Alimentação da Universidade do Porto 
 
Porto, 2012 
  
  
i 
Dedicatória 
A ti, mãe e pai. 
  
ii 
  
iii 
Contributo Pessoal 
No desenvolvimento deste projeto fui responsável pela execução das técnicas de 
doseamento de hormonas e citocinas, tratamento de todos os resultados 
apresentados e pela discussão dos mesmos. Os resultados que são 
apresentados em anexo foram obtidos previamente à minha integração neste 
projeto. 
 
 
iv 
  
v 
Lista de Abreviaturas 
AF – Ácido fólico 
ANOVA – Análise de variância a dois fatores 
C – Controlo 
DNA – Ácido desoxirribonucleico 
ELISA – Enzyme-linked immunosorbent assay 
E.U.A. - Estados Unidos da América 
G0 – Geração 0 
G1 – Geração 1 
HDL – Lipoproteína de alta densidade 
LDL – Lipoproteína de baixa densidade 
PCR – Proteína C reativa 
RNA – Ácido ribonucleico 
SAF – Suplementação com ácido fólico 
SEM – Erro padrão da média 
SM – Síndrome metabólica 
TNF-α – Fator de necrose tumoral alfa 
  
vi 
 
  
vii 
Resumo 
A nutrição é determinante na promoção da saúde e prevenção da doença durante 
todo o ciclo de vida e, em particular, durante a gravidez e o desenvolvimento fetal. 
O folato é fundamental na gravidez e, como outros componentes da dieta, pode 
alterar a metilação do DNA, uma via de regulação epigenética. 
Apesar de estarem bem demonstrados os efeitos benéficos da suplementação 
com ácido fólico durante o período periconcecional, a determinação da dose 
máxima recomendada bem como os potenciais efeitos a longo prazo desta 
suplementação na saúde da descendência, permanecem largamente 
desconhecidos.  
Foi assim objetivo deste trabalho avaliar o impacto metabólico sobre a 
descendência da suplementação materna com doses elevadas de ácido fólico. 
Para tal foram usados ratos fêmea Sprague-Dawley adultas expostas a uma dose 
diária de 40 mg de ácido fólico/kg de ração por dia, por comparação com o grupo 
controlo, exposto a uma dose de 2 mg de ácido fólico/kg de ração por dia 
(correspondente à dose recomendada). A suplementação começou no período de 
acasalamento, mantendo-se até ao final da lactação.  
Na descendência das mães expostas a elevadas doses de ácido fólico observou-
se(aram-se): (i) menor tolerância oral à glicose aos 13 meses de idade; (ii) nas 
fêmeas, um ganho ponderal significativamente maior; e (iii) níveis 
significativamente mais elevados de leptina e menores de adiponectina, aos 13 
meses de idade (e não aos 3 meses de idade), em ambos os sexos.  
Conclui-se que a suplementação com doses elevadas de ácido fólico durante o 
período periconcecional induz perturbações metabólicas na descendência, 
particularmente na idade adulta. 
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Abstract 
Nutrition plays a central role in health promotion and disease prevention 
throughout the life cycle, particularly during pregnancy and fetal development. 
Folate is vital during pregnancy, and like other components of the diet, it may 
change the methylation of DNA, a mechanism of epigenetic regulation. Despite the 
documented benefic effects of periconceptional supplementation with folic acid, 
the maximum recommended dose and the potential and long-term effects of such 
supplementation upon offspring’s health remains unclear. 
Therefore the  objective of this work was to evaluate the metabolic impact in the 
progeny of high maternal dosage supplementation with folic acid. For this 6 
Sprague-Dawley female rats were exposed to a daily dosage of 40 mg of folic acid 
per kg of chow (supplemented group) while other 6 were subject to a 
recommended  dose of 2 mg of folic acid per kg of chow (control group). The 
supplementation started with mating period and lasted until the end of lactation.  
The progeny of the mothers exposed to high dosage of folic acid had: (i) 
decreased oral glucose tolerance at 13 months of age; (ii) a significant increase in 
weight gain (females), and (iii) a significant higher level of leptin and lower of 
adiponectin in both sexes at 13 months, but not at 3 months of age, when 
compared to respective controls. In conclusion, the periconceptional 
supplementation with high dosage of folic acid induces metabolic dysfunction in 
the offspring, particularly in later life. 
Key-words 
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Introdução 
A nutrição é determinante na promoção da saúde e prevenção da doença durante 
todo o ciclo de vida(1) e em particular durante a gravidez e o desenvolvimento fetal(2). 
O folato é de vital importância particularmente na gravidez, estado em que as 
necessidades desta vitamina aumentam substancialmente devido ao aumento 
acentuado da divisão celular(3) . 
Entre as várias recomendações nutricionais durante a gravidez, o aporte diário de 
ácido fólico (AF) é, provavelmente, uma das mais consensuais preocupações 
presentes dado o seu reconhecido papel na prevenção dos defeitos do tubo neural. 
Tendo por base este conhecimento e esta preocupação, em Portugal é clinicamente 
recomendada a toma de suplementos vitamínicos de AF durante o período 
periconcecional(4),(5). 
O AF é a estrutura parental da família dos folatos (vitamina B9) que desempenham 
papel de coenzima em diversas reações de transferência de unidades 
monocarbonadas, tais como, no metabolismo de aminoácidos e de síntese de 
purinas e de timidilato. Os folatos são também responsáveis pela remetilação da 
homocisteína a metionina, precursor da S-adenosilmetionina(6) (dador universal de 
metilos que participa em reações de metilação de ácido desoxirribonucleico (DNA), 
ácido ribonucleico (RNA), proteínas, fosfolípidos e neurotransmissores(7)).  
As investigações mais recentes mostram que o folato, bem como outros 
componentes da dieta (como a colina e a metionina) podem alterar a metilação do 
DNA(6). Esta constitui um dos mecanismos de regulação epigenética, uma área de 
investigação em enorme desenvolvimento(8).  
A epigenética refere-se ao estudo de alterações hereditárias na expressão génica 
que não podem ser explicadas por alterações na sequência de bases do DNA e, 
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assim também, ao modo como o ambiente molda o fenótipo. A epigenética 
manifesta-se dessa forma no fenótipo ao longo da vida e nas gerações seguintes, e 
pode ser feita por duas vias de maior relevância: a metilação de DNA e a 
modificação covalente da cromatina por alteração das histonas (acetilação, 
metilação, fosforilação, ubiquinação, somiulação, biotinilação)(9). Estes processos 
epigenéticos herdados transmitem a trajectória de desenvolvimento à 
descendência(10). Durante os períodos pré e pós-natal inicial, a plasticidade de 
desenvolvimento em resposta a estímulos ambientais maternos modifica esta 
trajectória(11), resultando num ajustamento metabólico, independentemente do 
ambiente ser adequando ou deficitário. Segundo o conceito de match-mismatch, se 
o ambiente adulto for concordante com o ambiente previsto durante o período de 
desenvolvimento, haverá uma vantagem evolutiva que garante sobrevivência e 
transmissão desse fenótipo à descendência. No entanto, se se verificar um 
desfasamento entre o ambiente previsto e o ambiente adulto efetivo, o risco de 
doença aumenta comprometendo a sobrevivência e a saúde futura da 
descendência(12). 
Há estudos que evidenciam a forte influência da nutrição materna durante a gravidez 
no ambiente intra-uterino(13). Em estudos realizados em modelos animais, a 
desnutrição materna global e o baixo aporte proteico originaram uma descendência 
com restrição de crescimento intra-uterino associada a obesidade, resistência à 
insulina e disfunção endotelial na vida adulta(14-16), manifestações que em conjunto 
constituem a síndrome metabólica (SM).  
Reconhecendo a importância da suplementação com AF nos períodos críticos do 
desenvolvimento, têm vindo a criar-se recomendações abrangendo a fortificação 
generalizada de farinhas e cereais com AF (Estados Unidos da América (E.U.A.)(17), 
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Canadá(18), por exemplo) ou a recomendação clínica para a suplementação com AF 
particularmente em mulheres em idade fértil (Portugal(5) e outros países da Europa). 
Estas recomendações generalizadas levantam a inquietação de o aporte de AF 
exceder os valores máximos recomendados pelo Institute of Medicine(19)(400 µg em 
mulheres em idade fértil e os 600 µg durante a gravidez(20)). 
 
Objectivos 
Por todos estes motivos, pretendeu-se com este trabalho esclarecer se a 
suplementação com elevadas doses de AF durante o período perinatal programa a 
descendência para a disfunção metabólica.  
 
Material e Métodos 
1. Modelo Animal 
Neste estudo, utilizou-se um modelo animal. Foram usados 12 ratos adultos 
(fêmeas) Sprague-Dawley (designados de geração 0, G0) e de acordo com o 
esquema de tratamento (Figura 1), foram constituídos 2 grupos: grupo controlo 
(controlo, C, n = 6) e grupo alimentado com ração enriquecida em AF 
(suplementação com ácido fólico, SAF, n = 6). Ao grupo C, de acordo com Achon et 
al(21), foi disponibilizada uma ração contendo um nível de AF adequado para a 
gravidez (2 mg/kg de ração; Research Diets, INC. D10001; E.U.A.) e ao grupo SAF 
foi disponibilizada uma ração enriquecida com AF, contendo 20 vezes o valor 
recomendado para a gravidez (40 mg/kg de ração; Research Diets, INC. 
D10032904; E.U.A.). As dietas continham a mesma composição diferindo apenas no 
teor de AF. A suplementação com AF começou no período de acasalamento e durou 
toda a gestação e lactação (7 semanas). Um quarto de cada ninhada foi eutanasiado 
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ao nascimento para colheita de sangue. No desmame, às mães (G0) e crias 
(geração 1, G1) foi dada uma ração padrão para rato com 0,5 mg de AF por kg de 
ração (Harlan, Teklad 20145; E.U.A). A ração e água foram disponibilizadas ad 
libitum. A descendência foi eutanasiada aos 3 e aos 13 meses de idade (idades 
adulta inicial e tardia, respetivamente), para colheita de sangue e de tecidos. Estas 
amostras foram armazenadas a -80ºC até ao momento de execução dos diversos 
doseamentos. 
As experiencias com os animais foram desenvolvidas em concordância com a 
portaria 1005/92 (nº3, e, iii) da Lei Portuguesa e as directivas comunitárias 
(86/609/EEC) para experimentação animal e foram coordenadas e executadas por 
investigadores acreditados.  
 
 
Figura 1. Representação esquemática do desenho experimental. C - controlo; SAF- suplementação 
com ácido fólico; Nasc - nascimento; 3 M – 3 mês de idade; 13 M – 13 meses de idade; EUT – 
eutanásia. A cor cinzenta representa o grupo de animais suplementados ou dos seus descendentes. 
 
2. Avaliação do perfil metabólico 
Aos animais das gerações G0 e G1 foi realizada uma avaliação morfométrica (peso 
do animal, bioimpedância (RLJ Systems, Quantum /S Bioeletrical Impedance 
Analyzer nº série 200403002; Itália)), avaliação de alguns parâmetros metabólicos 
(tolerância oral à glicose e alguns doseamentos plasmáticos de glicemia, AF, 
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homocisteína, lipoproteína de baixa densidade (LDL), lipoproteína de alta densidade 
(HDL), proteína C reativa (PCR), ácido úrico, insulina, leptina, adiponectina e fator 
de necrose tumoral (TNFα)).  
A tolerância oral à glicose da descendência G1 foi medida aos 13 meses de idade 
através da administração oral, por gavagem, de 2 mg de glicose por kg de peso 
corporal após 4 horas em jejum, tendo-se procedido à quantificação de glicose 
capilar imediatamente antes e 15, 30, 60, 90 e 120 minutos após a administração. A 
quantificação de parâmetros bioquímicos de glicose, homocisteína, LDL, HDL, PCR 
e ácido úrico foram realizados através de procedimentos de rotina no Departamento 
de Patologia Clínica do Centro Hospitalar de São João. A quantificação de AF, por 
fluorimunoensaio (AutoDelfia® B072-201, Finlândia), foi executada no Instituto de 
Genética Médica Doutor Jacinto de Magalhães, de acordo com a descrição do 
fornecedor. A quantificação, pelo método de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent 
assay), de insulina (Millipore EZRM-13K, E.U.A.), de leptina (Millipore EZRL-83K, 
E.U.A.), de adiponectina (Invitrogen Corporation KRP0041, E.U.A.) e de TNF-α (R&D 
Systems Inc. RTA00, SRTA00, PRTA00; E.U.A.) no plasma da geração G1 aos 3 e 
13 meses, foi realizada de acordo com a descrição dos fornecedores. 
 
3. Análise estatística 
Os valores foram expressos como médias ± erro padrão da média (SEM). Para 
comparação entre dois grupos usou-se o teste t student não emparelhado. A 
significância estatística entre grupos de diferentes idades e com diferentes 
tratamentos foi avaliada por análise de variância a dois factores (two way ANOVA), 
seguido de teste de Bonferroni. As diferenças foram consideradas estatisticamente 
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significativas sempre que p<0,05. As análises estatísticas foram desenvolvidas 
utilizando o programa GraphPadPrism 5 (GraphPad Software, Inc.; CA, E.U.A.). 
Resultados 
1. Avaliação morfométrica 
A exposição in utero ao AF em doses elevadas não teve qualquer impacto 
significativo nos seguintes parâmetros avaliados: tamanho da ninhada e 
percentagem de fêmeas e machos das ninhadas (Tabela 1). 
 
Tabela 1. Tamanho das ninhadas, e proporção de fêmeas e machos da geração G1. Valores em 
média ± SEM. *p˂0,05 
 
 
A exposição a doses elevadas de AF foi capaz de provocar alterações no peso 
corporal das fêmeas G1 ao longo do tempo (Fig. 4S B), embora não tenha havido 
diferenças significativas neste parâmetro na população global G1 e na população de 
machos G1. 
Quanto aos resultados de bioimpedância aos 13 meses, na G1, verificou-se que os 
valores de massa gorda foram superiores no grupo SAF versus o C, não atingindo, 
no entanto, significado estatístico (Fig. 2A). Quando avaliados os resultados por 
sexo, verificaram-se diferenças estatísticas entre os sexos, tendo os machos 
apresentado valores superiores de gordura corporal comparativamente às fêmeas 
em ambos os grupos de tratamento (Fig. 2B). 
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Figura 2. Valores de massa gorda da G1 aos 13 meses, por grupos de tratamento (A) e por sexos (B). Valores 
apresentados em média ± SEM. *p˂0,05. C - controlo; SAF- suplementação com ácido fólico.  
 
2. Avaliação do perfil glicémico 
O tratamento com doses elevadas de AF foi capaz de provocar uma diminuição com 
significado estatístico nos valores de tolerância oral à glicose em G1 (Fig. 5S B). 
 
3. Quantificação de parâmetros bioquímicos 
Foram doseados os seguintes parâmetros, em G1 aos 3 meses de idade, para os 
quais não se verificaram diferenças estatisticamente significativas entre os grupos 
de tratamento: AF, homocisteína, LDL, HDL, ácido úrico, PCR. 
A glicemia de G1, SAF, aos 3 meses de idade foi superior à do grupo controlo (Fig. 
6S). Esta diferença perdeu significância estatística aos 13 meses de idade. 
Insulina. Os valores plasmáticos de insulina, aos 3 meses e aos 13 meses de idade, 
na G1, revelaram algumas diferenças. No que diz respeito à população global, houve 
uma diminuição nos níveis de insulina ao longo do tempo (os valores encontrados 
aos 13 meses de idade foram inferiores aos valores encontrados aos 3 meses de 
idade). Por outro lado, a suplementação com AF parece provocar um aumento, 
embora sem significado estatístico, nos níveis de insulina apenas aos 13 meses de 
idade (Fig. 3A). 
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Figura 3. Valores de insulina plasmática da G1 global (A), estratificados por sexos (B e C) e por idade (D e E). 
Valores apresentados em média ± SEM. *p˂0,05. C - controlo; SAF - suplementação com ácido fólico; 3 M - 3 
meses de idade; 13 M – 13 meses de idade. 
 
Quando são avaliados os resultados, analisando-os por sexo, conclui-se que, a 
suplementação com AF faz aumentar os níveis de insulina de uma forma 
estatisticamente significativa nas fêmeas (Fig. 3B), o mesmo não acontecendo no 
grupo dos machos (Fig. 3C). Este aumento nos níveis de insulina nos grupos SAF 
comparado com os respetivos controlos é aparente apenas aos 13 meses de idade e 
não aos 3 meses (Fig. 3D e E). Por fim, observa-se que os níveis de insulina 
plasmáticos aos 3 meses de idade são tendencialmente maiores nos machos, 
comparando com as fêmeas, sendo que esta diferença só tem significado estatístico 
para o grupo SAF (Fig. 3D). 
 
Leptina. Os valores plasmáticos de leptina na G1, revelaram diferenças com 
significado estatístico. Os valores encontrados aos 13 meses de idade foram 
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significativamente superiores comparativamente aos valores encontrados aos 3 
meses de idade e significativamente superiores nos animais SAF quando 
comparados com o controlo, aos 13 meses (Fig 4A). 
Quando os resultados são analisados por sexos, observa-se que a suplementação 
com AF parece aumentar os níveis de leptina nas fêmeas e machos de uma forma 
mais acentuada aos 13 meses de idade, embora estas diferenças não atinjam 
significância estatística (Fig. 4B e C). Tal como para a insulina, verifica-se que os 
machos apresentam níveis plasmáticos de leptina mais elevados do que as fêmeas 
aos 3 meses de idade (Fig. 4D), diferenças estas que não se verificam aos 13 
meses de idade (Fig. 4E). 
Fêmeas
L
e
p
ti
n
a
 p
la
s
m
á
ti
c
a
 n
g
/m
l
3 M 13 M
0
10
20
30
C
SAF
Fonte de variação: Idade
B Machos
L
e
p
ti
n
a
 p
la
s
m
á
ti
c
a
 n
g
/m
l
3 M 13 M
0
10
20
30
C
SAF
Fonte de variação: SAF
C
 
 
10 
3 M
L
e
p
ti
n
a
 p
la
s
m
á
ti
c
a
 n
g
/m
l
0
10
20
30
SAF
C
Fonte de variação: Sexo
D 13 M
L
e
p
ti
n
a
 p
la
s
m
á
ti
c
a
 n
g
/m
l
0
10
20
30
SAF
C
XXXXXXXXX
E
 
Figura 4. Valores de leptina plasmática da G1 global (A), estratificados por sexos (B e C) e por idade (D e E). 
Valores apresentados em média ± SEM. *p˂0,05. C - controlo; SAF - suplementação com ácido fólico; 3 M - 3 
meses de idade; 13 M – 13 meses de idade; F – fêmea; M – macho.  
 
 
Adiponectina. Quanto aos valores plasmáticos de adiponectina na G1, foram 
observadas diferenças com significado estatístico. Assim, a suplementação com AF 
fez diminuir os níveis de adiponectina plasmáticos na população G1 global. Em 
particular, os níveis de adiponectina aos 13 meses idade foram inferiores no grupo 
SAF, tendência já observável aos 3 meses de idade, embora sem significado 
estatístico (Fig. 5A).  
A análise dos resultados por sexos permite concluir que a suplementação faz 
diminuir, de modo estatisticamente significativo, os níveis de adiponectina nas 
fêmeas, mas tal não se verifica nos machos (Fig. 5B e C). Especificamente, verifica-
se que a diminuição dos níveis de adiponectina nas fêmeas SAF comparadas com 
as do controlo é estatisticamente significativa aos 13 meses de idade (tendência já 
observável aos 3 meses) (Fig 5D e E). Surpreendentemente, não se observou 
diferença com significado estatístico aos 3 meses de idade entre os sexos, como 
aconteceu, quer nos valores de insulina, quer nos de leptina.  
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Figura 5. Valores de adiponectina plasmática da G1 global (A), estratificados por sexos (B e C), separados por 
tempo (D e E). Valores apresentados em média ± SEM. *p˂0,05. C - controlo; SAF - suplementação com ácido 
fólico; 3 M - 3 meses de idade; 13 M – 13 meses de idade; F – fêmea; M – macho.  
 
TNF- - Não se obteve valores detetáveis da citocina TNF-α em nenhum dos grupos 
pelo que estes resultados não são apresentados. 
 
Discussão e Conclusões 
Como tem sido defendido em diversos estudos, a suplementação com doses 
elevadas de AF poderá conduzir a efeitos nefastos para a saúde(22-29). Foi objetivo 
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deste trabalho avaliar o impacto duma suplementação materna com doses elevadas 
de AF, na saúde metabólica da descendência. 
Para além de terem sido avaliados os efeitos na descendência (G1), foram também 
avaliados alguns parâmetros metabólicos na geração das mães (G0), por ter sido a 
geração directamente exposta ao tratamento em questão. De um modo global, 
verificou-se que a exposição a doses elevadas de AF provocou, em G0, um aumento 
de peso corporal (Fig. 1S) acompanhado por um aumento de consumo de ração e 
água ao longo do tempo (Fig. 2S e 3S). Curiosamente, estas diferenças foram 
acentuadas ao longo do tempo e sempre após o período de suplementação, 
indicando que a ingestão de elevadas doses de AF tem um efeito programador de 
aumento de peso e da ingesta alimentar (Fig 2S B e C e 3S B e C).  
 Relativamente à avaliação morfométrica da geração G1, verificou-se que a 
descendência do sexo feminino do grupo de mães suplementadas apresentou maior 
ganho ponderal ao longo do tempo (Fig. 4S B) quando comparado com o grupo 
controlo (acompanhado de uma tendência para aumento da adiposidade total aos 13 
meses de idade). Mais uma vez esta diferença entre os dois grupos de tratamento 
acentua-se com o envelhecimento, e em particular após o desmame (período em 
que terminou a exposição, através das mães, às doses elevadas de AF).  
Relativamente ao perfil bioquímico avaliado, observou-se que a população G1 global 
(machos e fêmeas) do grupo SAF apresentou um aumento da glicemia aos 3 meses 
de idade, comparativamente com o grupo controlo.  
Nos restantes parâmetros bioquímicos avaliados aos 3 meses de idade, ou não se 
verificaram diferenças (AF, homocisteína, LDL, HDL, ácido úrico e PCR) ou 
verificaram-se diferenças ténues, sem significado estatístico (insulina, leptina e 
adiponectina) embora concordantes com os doseamentos aos 13 meses de idade. 
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De facto, as diferenças metabólicas verificaram-se sobretudo aos 13 meses de 
idade, tendo o grupo suplementado apresentado níveis mais altos de insulina 
(tendencialmente) e leptina e níveis mais baixos de adiponectina, quando 
comparados com o grupo controlo. Concordantemente com este perfil bioquímico, 
observou-se, na G1, uma diminuição significativa da tolerância oral à glicose, quer na 
população global, quer quando estratificada por sexos (Fig 5S). 
Neste trabalho, verificou-se ainda uma diminuição dos níveis plasmáticos de insulina 
com a idade, ao contrário do que está descrito na literatura(30), podendo tal diferença 
dever-se ao diferente método de quantificação (revelação por deteção da 
radioatividade). Efetivamente, os animais descendentes das mães SAF parecem 
desenvolver insuficiência na produção insulínica com o envelhecimento. Apesar 
desta insuficiência, os níveis tendencialmente superiores de insulina aos 13 meses 
de idade no grupo SAF comparado com o respectivo controlo são indicativos de 
resistência à insulina, que é corroborada pela diminuição da tolerância oral à glicose 
observada em G1 global, e em particular nos machos. 
Por outro lado, o aumento observado nos níveis plasmáticos de leptina com a idade 
foi concordante com a literatura(30). Efetivamente, os nossos resultados indicam que 
há o desenvolvimento de hiperleptinemia com o envelhecimento que é agravada aos 
13 meses de idade pela suplementação materna com elevadas doses de AF, neste 
modelo animal. Esta observação sugere que há uma deterioração do perfil 
metabólico nestes animais. De facto a SM é caracteristicamente acompanhada por 
um aumento nos níveis circulantes de leptina(31).  
Também a diminuição dos níveis plasmáticos de adiponectina nos grupos SAF da G1 
global e em particular nas fêmeas são concordantes com uma deterioração do perfil 
metabólico, como resultado da exposição a doses elevadas de AF. De facto, a 
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diminuição dos níveis circulantes de adiponectina é também uma característica da 
SM(32), bem como indicador inverso da adiposidade corporal. Por tal facto, o aumento 
significativo de ganho ponderal nas fêmeas poderá ser por um aumento da massa 
gorda (corroborada pelo valor significativamente reduzido de adiponectina e a 
tendência de maior massa gorda nos valores de bioimpedância). 
Assim, os resultados deste estudo parecem mostrar um papel reprogramador do AF 
no fenótipo metabólico durante o período perinatal. O estímulo que resulta da 
exposição perinatal a concentrações elevadas de AF, neste período crítico do novo 
ser, provocou uma disfunção metabólica que poderá ter resultado de um 
desfasamento entre o ambiente previsto e o ambiente efetivo do adulto, segundo o 
conceito de match-mismatch(12). Tal traduziu-se numa maior susceptibilidade 
individual para o desenvolvimento de disfunção metabólica na idade adulta(12) 
(predisposição para a SM) evidente na diminuição da tolerância oral à glicose, no 
aumento dos valores de leptina e na diminuição da adiponectina (indicador de maior 
percentagem de gordura corporal) que, no seu conjunto, representam fatores de 
risco independentes para a SM(33). 
Uma análise da literatura poderá apontar para uma relação entre AF e a SM 
contrária à que se sugere neste trabalho. De facto, há estudos que demonstram que 
a suplementação com AF (5mg) em adultos tem um papel benéfico na redução da 
inflamação hepática e da resistência à insulina(34), na melhoria da função 
endotelial(35) e na melhoria da produção de óxido nítrico vascular(36). Stewart et al. 
demonstram mesmo que a suplementação antenatal com AF (400 µg) reduziu o 
risco de desenvolver SM na descendência de mulheres do Nepal rural(37). 
Relativamente a este estudo é de destacar: a) que a dose utilizada corresponde à 
dose recomendada pelo Institute of Medicine para mulheres em idade fértil e b) que 
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a população é composta por mulheres desnutridas, factos que poderão justificar a 
incoerência aparente entre este estudo e os nossos resultados. De facto, está 
demonstrado que a mega-suplementação vitamínica (p.ex. beta caroteno) poderá ter 
efeitos indesejáveis(36).  
A análise destes mesmos resultados por sexo evidenciou uma diferença no perfil 
metabólico entre fêmeas e machos de G1, em que as primeiras contribuíram para a 
maioria das alterações nos parâmetros observados. Assim, estes resultados 
sugerem uma predisposição diferente para a SM dos descendentes expostos in 
utero a elevada suplementação com AF, de acordo com o sexo.  
Esta resposta diferencial por sexos está em linha com os dados recentes de Khulan 
et al.(38). Neste estudo verifica-se que a suplementação com micronutrientes 
(incluindo AF) de mulheres em idade fértil está associada a alterações de metilação 
do genoma da descendência e que os loci sujeitos a alterações de metilação são 
diferentes nos diferentes sexos. 
Um pior desempenho metabólico da descendência feminina, a confirmar-se, poderá 
ter consequências devastadoras para a saúde pública já que a mulher com 
disfunção metabólica, pelo seu papel primordial na gestação, condicionará sempre a 
descendência pela contribuição com um ambiente uterino metabolicamente 
nefasto(13, 14), desencadeando assim um processo transgeracional exponencial de 
indução de disfunção metabólica. Os resultados apresentados neste trabalho, ainda 
que preliminares, trazem no seu conjunto uma preocupação a ponderar na tomada 
de decisão relativamente às guidelines para a suplementação com AF no período 
perinatal.  
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Figura 1S. Evolução ponderal da G0. Valores apresentados em média ± SEM. 
*p˂0,05. C - controlo; SAF- suplementação com ácido fólico. 
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Figura 2S. Consumo de ração da G0 (A), durante a suplementação (B) e após (C). 
Valores apresentados em média ± SEM. *p˂0,05. C - controlo; SAF- 
suplementação com ácido fólico. 
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Figura 3S. Consumo de água da G0 (A), durante a suplementação (B) e após (C). 
Valores apresentados em média ± SEM. *p˂0,05. C - controlo; SAF- 
suplementação com ácido fólico. 
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Figura 4S. Evolução ponderal da G1 global (A) e estratificada por sexos (B e C). 
Valores apresentados em média ± SEM. *p˂0,05. C - controlo; SAF- 
suplementação com ácido fólico. 
Observa-se em (A) uma acentuação de diferença no ganho ponderal a partir do dia 75, altura em 
que se dividiu os grupos para tratamento com um indutor de SM, tendo-se provocado um viés de 
sexos que se reflecte no peso total. 
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Figura 5S. Teste de tolerância oral à glicose da G1 global (A) e estratificada por 
sexos (B e C). Valores apresentados em média ± SEM. *p˂ 0,05. C - controlo; 
SAF- suplementação com ácido fólico. (Os valores apresentados correspondem a 
glicemia capilar obtida por em colheita de sangue por punção da veia da cauda). 
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Figura 6S. Glicemia aos 3 meses de idade da G1 global (A) e estratificada por 
sexos (B e C). Valores apresentados em média ± SEM. *p˂0,05. C - controlo; 
SAF- suplementação com ácido fólico. 
(Os valores apresentados correspondem a glicemia em amostras de sangue 
obtidas por punção cardíaca na eutanásia). 
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